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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývá moţnostmi určení viability buněk a jejího vyhodnocení. 
Teoreticky popisuje kultivaci buněk, různé metody značení vhodnými barvivy a moţnosti 
zobrazení. V praktické části je uvedena příprava pozorovaného vzorku a ukázány příklady 
obrazů buněk vytvořené konfokálním mikroskopem. Dále je vytvořen algoritmus pro analýzu 
dat v prostředí programu Matlab. Pro nastavení vhodných parametrů k analýze je vytvořeno 
uţivatelské rozhraní. 
 
Klíčová slova:   
Ţivotaschopnost (viabilita) buněk, Kultivace buněk, Fluorescenční barvivo, Calcein, 
Ethidiumhomodimer 1, Konfokální mikroskopie, Obrazové zpracování, Matlab, Uţivatelské 
rozhranní. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
This thesis deals with the possibilities of cell viability determination and its evalution. 
The thesis in theory describes cell cultivation, different methods of staining cells and display 
options. In the practical part is mentioned the preparation of the observed experiment and 
there are shown the examples of cell images created by confocal microscopy. Additionaly 
there are created the data analysis algorithm in Matlab. For setting suitable analysis 
parameters is formed  user interface. 
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1 ÚVOD 
Tato bakalářská práce se zabývá způsobem určení ţivotaschopnosti buněk. Cílem práce je 
seznámení se s konfokálním mikroskopem, přípravou fluorescenčních vzorků a získání 
mikroskopických fluorescenčních snímků. Práce obsahuje teoretický úvod do studia 
buněčných kultur a jejich kultivaci. Dále popisuje moţnosti studia viability pomocí 
specifického barvení, zaloţeného na fyzikálně-chemických interakcích s buňkou. Na základě 
zhodnocení všech aspektů jednotlivých barviv jsou vybrány určité fluorescenční sondy pro 
daný experiment. V práci jsou zpracovány moţnosti zobrazení vzorku pomocí speciálních 
optických mikroskopů. Pro studium viability byl vybrán konfokální mikroskop, který je 
umístěn v laboratoři biofyziky Ústavu biomedicínského inţenýrství Vysokého učení 
technického v Brně.  
Praktická část této bakalářské práce popisuje přípravu vzorku a ukazuje moţnosti 
zobrazení viability konfokálním mikroskopem. Součástí je vypracován program v prostředí 
Matlab s uţivatelským rozhranním pro snadnou analýzu obrazů. Program analyzuje obrazové 
snímky, filtruje a detekuje objekty, které následně vyhodnotí početně.  
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2 BUNĚČNÉ KULTURY 
V nynější době jsou velmi častým pokusným materiálem ve výzkumu buněčné kultury. 
Izolováním buněk od okolní tkáně se usnadňuje provádění experimentů. V případě 
kultivované buněčné kultury nedochází k ovlivnění výsledků fyziologickými procesy 
okolních tkání. Velký význam má studium buněk in vitro např. v oborech genetice, 
mikrobiologii či imunologii.  
2.1 Mezenchymální buňky 
Pro studium viability v této práci byly určeny mezenchymální buňky, zkráceně MSC.  
Jedná se o multipotentní nediferencované buňky se zachovanou schopností dělit se. Ve 
vhodném prostředí se diferencují do různých buněčných linií mezodermálního původu 
(osteoblasty, adipocyty, chondrocyty, fibroblasty, endoteliání buňky a jiné). Mezenchymální 
buňky mají protizánětlivé účinky a pomáhají k regeneraci tkání. Hlavní funkcí MSC je 
vytvoření hematopoetického prostředí v kostní dřeni. Buňky byly pouţity zejména pro jejich 
dostupnost a mitotickou aktivitu.[1][2] 
Pro jejich pouţití je třeba nejprve buňky izolovat z tkáně a kultivovat in vitro. Buňky 
mohou být izolovány z kostní dřeně, pupečníkové krve, tukové tkáně či tkání zárodečných. 
V klidu se nediferencované buňky shromaţďují v „stem cell niches“, speciální oblasti určité 
tkáně, do oběhového systému se dostávají teprve po stimulaci.[1] 
Námi pouţité buňky jsou lipofilního původu, tedy izolované z tukové tkáně. 
2.2 Kultivace buněk 
Kultivací je myšlena technika pro uchovávání částí tkání či buněk v laboratorních 
podmínkách. Kultivaci buněk lze rozdělit do několika kroků, začínající izolací buněk a 
vytvořením primární kultury. Dalším krokem je tzv. pasáţ, zahrnující namnoţení, ředění a 
přenos do kultivačních nádob. Pasáţí lze získat sekundární kulturu, která je dále mnoţena pro 
daný pokus. [3] 
Nejčastějším typem izolace buněk je mechanické rozvolnění tkáně a enzymatické 
natrávení. Z uvolněné směsi je třeba separovat sledovaný typ buněk, čímţ je získána primární 
kultura.  
Separace zajišťuje čistotu kultury. Je moţno vycházet z biochemických vlastností 
jednotlivých buněk a to zejména z rychlosti adheze na povrch nebo inhibicí růstu toxickými 
faktory. Další metodou je separace na základě rozdílnosti hmotností buněk, čehoţ vyuţívá 
centrifugace na gradientu hustoty. Metoda FACS (fluorescence-activated cell sorting) – 
fluorescencí aktivované buněčné třídění pouţívá značení buněk fluorescenčními protilátkami 
aferentními k povrchovým antigenům a následně měří laserem pohlcené světlo. [3] 
2.2.1 Kultivační podmínky 
Kaţdý typ buněk vyţaduje jiné podmínky pro jejich úspěšný růst a mnoţení. Většina 
kultur přilne k povrchu nádoby. K usnadnění adheze lze přispět potaţením povrchu 
polypeptidy, kolagenem či ţelatinou. Hematogenní buňky naopak vyţadují stálé 
promíchávání.[3] MSC adherují k povrchu a po několika dnech vytváří kolonie. Proliferace je 
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ovlivněna mimo jiné koncentrací buněk, vhodnější je pěstování v nízkých koncentracích. Při 
překročení určitého stavu dochází k vrstvení buněk a modifikaci jejich tvaru. Příliš nízká 
koncentrace můţe mít za následek zpomalení či zastavení růstu, z důvodu nedostatečného 
vzájemného ovlivnění růstovými faktory. [3] 
Buňky pěstujeme ve speciálních sterilních inkubátorech s přesně definovanými 
parametry, které připomínají podmínky „in vivo“. Základními jsou teplota (ideálně 37°C), 
atmosféra o vyšší koncentraci CO2, relativní vlhkost 90% a vhodné médium. Kultivační 
médium vytváří netoxické prostředí pro proliferaci, případně i diferenciaci buněk. Základem 
je správné chemické sloţení anorganických a organických látek tvořících pufrační systém, 
který zajišťuje acidobazickou rovnováhu na pH 7,4. Buněčné kultury pěstované „in vitro“ 
mají omezeno prostředí, produkty katabolismu nemohou být samovolně odstraněny, coţ 
způsobuje narušení rovnováhy aţ toxicitu pro kultivované buňky. Pro úspěšnou kultivaci je 
třeba médium měnit. Pro snadnou identifikaci pH prostředí se přidává do média indikátor 
(fenolová červeň), který v kyselém pH mění zbarvení z červené na ţlutou, v alkalickém na 
fialovou. Další důleţitou sloţkou jsou monosacharidy – zdroj energie, vitaminy, 
aminokyseliny apod. Výjimkou nejsou hormony jako insulin či antibiotika např. penicilin. [3] 
Médium můţe obsahovat určitou koncentraci séra pro zajištění přítomnosti proteinů 
s různou funkcí a stopových prvků. Dá se říci, ţe médium se sérem má lepší kultivační 
výsledky. Nicméně výsledky se liší dle různého sloţení séra, problémem můţe být vyšší 
riziko přenosu infekce. [3] 
V našem případě jsme pouţili bezsérové médium, roztokDMMobohacený fenolovou 
červení.  
2.2.2 Fáze růstu buněk MSC in vitro 
Růst buněk lze rozdělit do tří stádií: startovací „lag fáze“ (doba trvání 3-4 dny), rychlá 
expanze „log fáze“ (buňky se mnoţí exponenciálně) a kultivace je ukončena fází stacionární 
„plató“. Přechod mezi jednotlivými stádii je řízen expresí genů s antagonickým účinkem. 
[3]Zastavení růstu buněk je také způsobeno kontaktní inhibicí, v nejzazším případě 
vytvořením souvislé vrstvy buněk tzv. konfluence, coţ neplatí u buněk nádorových. [3] 
Před dosaţením fáze plató je třeba kulturu pasáţovat - naředit, přenést do nových nádob a 
pokračovat log fází. Buňky adherované na povrchu kultivační nádoby je třeba oddělit. 
Z biochemického hlediska jde o promytí vápenatých a hořečnatých iontů, jeţ jsou součástí 
adhezních faktorů a natrávení adhezních bílkovin enzymy ze skupiny proteáz (v našem 
případě trypsinem). Během pasáţováníje vhodné alespoň odhadem kontrolovat počet buněk a 
to mikroskopickým pozorováním.  [3] 
Aţ na specifické případy nádorových či kontinuálních kultur není moţné kultivovat 
buňky neomezeně. Vypěstované kultury lze zmrazit a uchovat delší dobu.[3] 
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3 METODY STUDIA VIABILITY 
Viabilitu neboli ţivotaschopnost můţeme definovat jako schopnost buněk přeţívat 
v určitém prostředí a mnoţit se. Stanovení ţivotaschopnosti buněk je důleţité pro studium 
tkáňových kultur a toxicitu tkáně. Viabilitu studujeme na jednoduchém principu a to 
rozeznání ţivých a mrtvých buněk a jejich procentuální zastoupení v populaci. [3] 
Testy ţivotaschopnosti mohou být zaloţeny na reprodukčních schopnostech, kdy dochází 
ke kultivaci buněk pomocí vhodného média. Tyto metody jsou časově náročné a nepřesné.  
Dále lze vyuţít metod zaloţených na barvení. Buňky pozorované mikroskopem jsou 
bezbarvé. Pro rozeznání nejen ţivých buněk od mrtvých, ale také jednotlivých struktur 
pouţíváme specifických barviv. Ta mohou být klasická nefluorescenční např. trypanová modř 
nebo tzv. fluorochromy.[3] 
Základem pro výběr barviva je stav biomembrány, která umoţní či zabrání proniknutí 
barviva do buňky. Metabolickými procesy v buňce můţe dojít k přeměně chemické struktury 
barviva. Pozorování provádíme pomocí optického nebo fluorescenčního mikroskopu. [3] 
3.1 Kolorimetrické testy 
3.1.1 Barvení trypanovou modří 
Chemický název této látky je sodná sůl toluidin-diazo-diamino-naftol-disulfonové 
kyseliny, strukturní vzorec C34H24N6Na4O14S4. Barvivo se pouţívá k označení mrtvých 
buněk, prochází porušenou plazmatickou membránou do buňky, kde se hromadí a my tedy 
detekujeme obarvené buňky jako mrtvé. Do ţivých buněk toto barvivo neprostoupí a zůstávají 
nezbarveny. [3] 
Nevýhodou této metody je její účinnost, která je přibliţně 60%. Pro detekci je třeba velká 
koncentrace barviva v buňce. Dalším problémem je cytotoxicita barviva, po krátké době 
začíná barvivo prostupovat i do nitra ţivých buněk.Výhodou metody je jednoduchost. Pro 
zobrazení pouţíváme světelný mikroskop. Přesnější vyhodnocení umoţňuje průtoková 
cytometrie. [3] 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.2  
Obr. 1. Strukturní vzorec trypanové modři. [6] 
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3.1.3  
3.1.4 MTT test 
Tetrazoliové soli jsou pouţívány pro detekci metabolické aktivity buňky. Barvivo 
prostupuje do buňky a je redukováno pomocí kofaktorů dýchacího řetězce na nerozpustný 
formazan. Současně se mění absorpční spektrum ze ţluté na fialovou. Po rozpuštění můţe být 
látka detekována spektrofotometricky např. metodou ELISA (enzyme-linkedimmuno sorbent 
assay). Metoda nezjišťuje pouze viabilitu, ale také míru buněčného metabolismu.[7] 
 
 
Obr. 2. Molekulární struktura MTT a jeho redukčního produktu. [7] 
3.2 Fluorescenční metody 
Pro detekci viability se pouţívají nevlastní fluorochromy tzv. fluorescenční sondy. 
Fluorochromy jsou látky schopné absorbovat světlo určité vlnové délky a emitovat světlo o 
vyšší vlnové délce. Během tohoto procesuje absorbována energie a dochází k excitaci 
elektronů na vyšší energetickou hladinu, při přechodu na původní energetickou hladinu je 
vyzářeno kvantum energie ve formě fotonu. Tento proces označujeme luminiscence. 
V některých případech můţe vzniknout tzv. metastabilní stav. Při krátkém trvání mluvíme o 
fluorescenci, při delším o fosforescenci. Fluorochromy jsou schopny opakovat cyklus excitace 
a emise aţ tisíckrát. Nicméně intensivním ozařováním jsou fluorochromy rozkládány a 
vlastnost fluorescence zaniká. Z chemického hlediska se většinou jedná o aromatické 
sloučeniny a heterocykly, velké molekuly s mnoţstvím elektronů v konjugovaných vazbách. 
[8] 
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Obr. 3. Schématické zobrazení fluorescence[9] 
 
Pro zobrazení viability lze vyuţít několik typů barviv. Můţeme je rozdělit dle interakce 
s buněčnou kulturou. Mezi nejčastější „markery“ patří intracelulární aktivity esteráz, integrita 
biomembrán, transmembránový potenciál nebo intracelulární pH. 
3.2.1 Metody využívající fluorogenní substráty esteráz 
Měří jak integritu membrány, tak buněčnou aktivitu ve smyslu chemických přeměn. Tyto 
elektroneutrální látky pasivně difundují do cytoplazmy buňky, kde v případě ţivé buňky jsou 
enzymatickou reakcí přeměněny na fluoreskující produkt. Z chemického hlediska dochází 
k hydrolytickému štěpení esterů obsahujících alkoholové skupiny.  
Hlavním indikátorem viability této skupiny je calcein. Během našeho měření byl pouţit 
derivát acetoxymetyl ester calceinu–calceinAM (C46H46N2023). Jeho vyuţití je rozšířené 
zejména pro vysoký záchyt v buňkách a dobrou fluorescenci. Funkční skupina zajišťuje 
snadný vstup do buňky přes biomembránu a následně pomocí esteráz dochází v cytoplazmě 
buňky k rozpadu látky na acetoxymethylester a zeleně fluoreskující calcein. Ten je v buňce 
s neporušenou membránou zadrţován, zatímco z poškozených buněk barvivo uniká. [12][12] 
 
Obr. 4. Strukturní vzorec calceinAM a), calcein b)[11] 
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Obr. 5. Fluorescenční spektra calceinu[11] 
Absorpční spektrum udané výrobcem je 494 nm, emisní 515 nm při pH 9,0. 
Alternativou mohou být indikátory FDA (Fluorescein diacetate), který je pouţíván 
k detekci adheze, jeho nevýhodou je rapidní únik z buněk. Dále pak CFDA 
(carboxyfluorrescein), který obsahuje více záporných nábojů a tedy perzistuje v buňkách o 
niţším pH.[12] 
3.2.2 Barviva s afinitou k nukleovým kyselinám 
Za normálních okolností neprostupují membránou do buňky, jejich pouţití se tedy 
vztahuje na detekci mrtvých buněk. Mezi tato barviva patří ethidium bromid, propium jodid, 
v našem případě pouţitý ethidiumhomodimer 1(C46H50Cl4N8). Barvivo má vysokou afinitu 
k nukleovým kyselinám. Interkaluje mezi páry bazí molekuly DNA. Na základě vzniklé 
vazby fluorescence mnohonásobně zesílí.  
 
Obr. 6. Strukturní vzorec ethidiumhomodimer 1[11] 
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Obr. 7. Fluorescenční spektra ethidiumhomodimeru 1[11] 
Absorpční spektrum udané výrobcem je 495 nm, emisní 630 nm.  
3.2.3 Měření transmembránového potenciálu živých buněk 
Pro měření potenciálu se uţívají lipofilní barviva snadno procházející membránou. Dle 
náboje ve struktuře barviva rozdělujeme sondy na kationické pronikající do polarizovaných 
buněk (např. rhodamin 123), respektive anionické hromadící se v buňkách depolarizovaných 
(např. bis-oxonol). Měření potenciometrickými sondami je výrazně komplikované. Výsledná 
koncentrace fluoreskujícího barviva je ovlivněna mnoha faktory (velikost potenciálu, buněk, 
činnost pump, vazebná místa).[14] 
3.2.4 Metody měření pH buňky 
Kompenzace pH je součástí udrţení homeostázy buňky a tedy zachování 
ţivotaschopnosti. Fluorescenční sondy pouţité v tomto případě mají excitační a emisní 
spektrum závislé na pH a při určité změně můţe dojít k posunu maxim. Příklad pouţitelných 
sond: fluorescein a karboxyfluorescein.[14] 
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4 PŘÍSTROJOVÉ VYBAVENÍ 
4.1 Průtokový cytometr 
Průtoková cytometrie je technologie, pouţívaná k analýze více fyzikálně-chemických 
vlastností buněk během průchodu laserovým paprskem. Barvené buňky procházejí před 
objektivem mikroskopu a je měřena jejich fluorescence. Metoda je rychlá a přesná, umoţňuje 
detekovat aţ tisíce částic za sekundu. Vyuţívá se v řadě oblastí včetně molekulární biologie a 
medicíny.  
Analyzátor sestává z fluidního, optického a elektronického systému. Z nasátého vzorku je 
vytvořen fokusovaný proud nosné kapaliny a v ní po sobě jdoucí buňky v řízené rychlosti a 
tlaku. Čím je vzniklý proud uţší, tím lepší získáme rozlišení. Buňky jsou hydrodynamicky 
fokusovány průtokem tenkou kapilárou do průtokové komůrky(flowchamber), kde jeprotíná 
světelný paprsek optického systému. Vznik paprsku dává většinou argonový laser. Na 
buněčné struktuře dochází k lomu a rozptylu světla. Systém hranolů, optických filtrů a zrcadel 
světlo rozkládá dle emitované vlnové délky. Procházející světlo je zaznamenáno detektory. 
Jeden fotodetektor je umístěn ve směru původního paprsku, tzv. přímý rozptyl(forward 
scatter- FSC). Zaznamenává lom světla o malém úhlu (2-13 °) a je úměrný velikosti buňky. 
Druhý fotodetektor bývá umístěn pod úhlem 90 °, jedná se o tzv. boční rozptyl(sidescatter- 
SSC), ten napovídá o buněčné struktuře. Dále systém obsahuje fluorescenční kanály měřící 
dané vlnové délky emitované z flurofochromů. [14] 
Elektronický systém optický signál převádí na elektrický a ten fotonásobiči zesiluje. Po 
digitalizaci je moţné data z jednotlivých parametrů analyzovat. Výstupem jsou výsledky jak v 
grafické (např. histogramy, dot-ploty), tak i číselné formě. [13] 
Velkou výhodou této technologie je moţnost buněčného třídění (cell sorting) na základě 
stanovených parametrů. Fluorescenčně označené buňky jsou elektricky nabity ve 
vysokonapěťovém elektrickém poli vychylovacích destiček a následně tříděny do sběrných 
zkumavek.  
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Obr. 8. Optický systém průtokového cytometru[14]  
4.2 Mikroskopické zobrazení 
Obarvené struktury mohou být pozorovány mikroskopem. Testy při pouţití 
fluorescenčních sond jsou citlivější a přesnější neţ kolorimetrické. K zobrazení fluorochromů 
lze vyuţít fluorescenční nebo konfokální mikroskop.  
4.2.1 Fluorescenční mikroskop 
Fluorescenční mikroskop je speciální optický mikroskop. Vyuţívá schopnosti 
fluorescence látek. Obsahuje druhý zdroj světla a to xenonovou nebo rtuťovou výbojku, 
kterou je vzorek ozářen. Většinou je pouţito ultrafialové záření, proto je třeba přizpůsobit 
optiku kondenzoru. [8] Součástí je dále fluorescenční filtr, vyroben jako kostka sloţená 
z excitačního, závěrného filtru a dichroického zrcadla. Filtry se liší citlivostí pro určitou 
vlnovou délku, specifickou pro dané barvivo a vymezují určité pásmo propustnosti.Excitační 
filtr propouští pouze světlo, které je potřebné k fluorescenci vzorku, obvykle s kratší vlnovou 
délkou. Ostatní světlo pohlcuje. Bariérový filtr pohlcuje všechno excitační světlo, které 
nebylo pouţito k excitaci a propouští pouze fluorescenční světlo. Navíc je moţné z 
fluorescenčního spektra nechat projít pouze jeho část. Dichroické zrcadlo odráţí krátkovlnné 
záření na preparát a dlouhovlnné emitované do okuláru. Tato soustava filtrů je v mikroskopu 
umístěna jako jednotná kostka.  
Vzniklý obraz je moţné pozorovat přímo okulárem, zaznamenám pomocí speciální CCD 
kamery, či digitálním fotoaparátem. Obraz je následně moţné zpracovat a vyhodnotit. [15] 
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Obr. 9. Fluorescenční mikroskop[15] 
 
 
Obr. 10. Kostka fluorescenčního filtru[15] 
4.2.2 Konfokální mikroskop 
Konfokální mikroskop je speciální optický mikroskop. Jeho hlavní výhodou je 
rozlišovací schopnost. Fluorescenční mikroskopy osvěcují celý vzorek, který fluoreskuje, tedy 
dochází k vytvoření rozostření obrazu z důvodu překrytí zaostřeného obrazu se svítícím 
pozadím. Konfokální mikroskop zaostřuje na určitou rovinu preparátu a filtruje šum 
vytvořený fluorescencí z jiných rovin. Tím je zaručen ostrý obraz. Mikroskop je skenovací, 
tedy osvětluje vzorek z laserového zdroje bod po bodu a detekuje emitované světlo 
detektorem. Signál je zpracován počítačem. Umoţňuje snímat tenké řezy ve vzorku a 
zrekonstruovat 3D obraz.[18] 
V této práci budou vyhodnoceny vzorky snímanélaserovým rastrovacím konfokálním 
mikroskopem (LSCM) firmyLeica. Systém můţe obsahovat různé typy laserů od UV po IR 
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oblast, nicméně pouţitý mikroskop obsahuje bílý laser (whitelight laser - WLL). Jedná se o 
jednotný zdroj světla pro celé viditelné spektrum v rozsahu 470 – 670 nm. Tento laser 
nahrazuje sadu řady standartních laserů. U klasického konfokálního mikroskopu je laserový 
paprsek podobně jako u fluorescenčního mikroskopu filtrován a odraţen dichroickým 
zrcadlem. Pouţitý mikroskop neobsahuje běţný systém filtrů. Excitační a emisní vlnové 
délkylze libovolně nastavit pomocí softwaru. Velkou výhodou je tzv. sekvenční snímání, kdy 
při aplikaci více fluorochromů ve vzorku, citlivých na různé vlnové délky, lze nastavit 
střídání excitací. Výsledkem je efektivnější měření.[18] 
Důleţitou část mikroskopu je objektiv, zajišťující zvětšení pozorovaného objektu a 
zaostření laserového paprsku. Během tohoto měření byl pouţit objektiv se zvětšením 
desetkrát. 
  
 21 
 
5 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
K experimentu byly pouţity kultivované mezenchymální buňky odebrané z lipofilní 
tkáně. Buňky prošly dvojím pasáţováním. Sekundární kultura bylaadherována na dně 
kultivační misky. Pozorováním optickým mikroskopem byly zaznamenánybuňky 
vřetenovitého tvaru.Pro detekci byly zvoleny fluorescenční sondy. Ţivé buňky jsou obarveny 
fluorochromemcalceinemAM (viz kapitola 3.2.1), který je velmi dobře buňkami vychytáván a 
v případě obsahu funkčních enzymů esteráz vykazuje vysokou fluorescenci. Pro detekci 
mrtvých buněk bylo zvoleno barvivo s afinitou k nukleovým kyselinám a to 
ethidiumhomodimer 1 (viz kapitola 3.2.2). Obě barviva jsou dobře dostupná. Obrazy 
zhotovených vzorků byly vytvořeny pomocí laserového rastrovacího konfokálního 
mikroskopu. 
5.1 Příprava vzorku 
1) Vyjmutí fluorochromů z lednice a odleţení v temné místnosti po dobu cca 20 min, 
aby došlo k ohřátí reagencie na pokojovou teplotu po dobu.  
2) Odsátí roztoku DMM z kultivační misky, v misce zůstanou adherované buňky. 
3) Napipetování1ml roztoku DMM do kultivační misky. 
4) Aplikace 1,5 µlfluorochromucalceinAM, 5mM, od firmy AnaSpec. 
5) Aplikace 1,5 µlfluorochromuethidiumhomodimer 1, od firmyInvitrogen. 
6) Jemné promíchání barviv v roztoku. 
7) Inkubace 20 min v temné místnosti. 
8) Pozorování pod mikroskopem se zvětšením 10x. 
5.2 Akvizice dat 
Pro pozorování buněk stačí objektiv se zvětšením 10x. Nejprve bylo třeba zaostřit ručně 
na rovinu, ve které se nacházejí buňky. Následně bylo moţné nastavit excitační a emisní 
vlnovou délku pro vyvolání fluorescenčního jevu. Konfokální mikroskop umoţňuje ozařovat 
vzorek různými vlnovými délkami, stejně tak i detekovat. Excitační vlnová délka pro 
calceinbylanastavena na 492nm a emisní v rozsahu 500 – 525nm.  Pro ethidiumhomodimer 1 
byla stanovena excitace na 530nm a emise v rozsahu 580 – 700 nm.  
Dalším moţným nastavením je stanovení rychlosti snímání. Pro tento experiment byla 
nastavena frekvence snímání 200 Hz. Důleţitou veličinou je citlivost snímání. Níţe jsou 
uvedeny příklady při různém nastavení této veličiny.  
 22 
 
 
Obr. 11.Obraz v průchozím světle, rozlišení 512 x 512 px 
 
Níţe jsou uvedeny dva typy obrazů, oba při rozlišení 8000 x 8000 px. Obraz č. 12 nám 
dává velký detail a je na něm vidět výrazný šum. Obraz č.13 je snímán ve stejném rozlišení, 
nicméně skenování kaţdého řádku probíhá 3x za sebou a výsledný obraz je jejich průměrem.  
Na tomto obraze pozorujeme mnohem menší zašumění. 
 
 
 
 
Obr. 12. Obraz při rozlišení 8000 x 8000 px Obr. 13. Obraz při rozlišení 8000 x 8000 px, 
průměrování 3x 
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Dalším příkladem je zobrazení různých částí vzorku ve stejném rozlišení a to 1000 x 
1000 px s průměrováním 3x. 
Obr. 14. Obrazy při rozlišení 1000 x 1000px 
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Na obraze č. 15 je prezentován detail snímku. Při průchodu vzorkem vidíme velké 
mnoţství ţivých buněk, znázorněných zelenou barvou. Barvivo calcein vyplnil celý objem 
buňky včetně výběţků, na rozdíl od červeného barviva ethidiumhomodimeru, který se navázal 
na nukleové kyseliny a tudíţ se mrtvá buňka se zobrazila formou malých bodů. 
 
 
  
Obr. 15. Detail obrazu, rozlišení 1000 x 1000 px 
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6 REALIZACE OBRAZOVÉ ANALÝZY 
Pro vyhodnocení obrazových dat je nutnost převést analogový obraz do digitální podoby. 
Samotná digitalizace obrazů pouţitých pro detekci viability v rámci této práce proběhla jiţ 
během nasnímání obrazu konfokálním mikroskopem. Digitální obraz lze definovat jako signál 
o dvojrozměrné funkci f (x, y), kdy proměnné x, y prezentují souřadnice bodů v obraze, tzv. 
pixelů. Funkce má význam hodnoty jasu či stupně šedi. Barevný obraz je tvořen vektorovou 
funkcí o třech sloţkách R – červená, G – zelená, B – modrá. Pro vypracování analýzy je 
vhodnější pracovat s šedotónovým obrazem. [19] 
Dalším krokem zpracování je úprava obrazu pro moţnosti analýzy předmětu zkoumání. 
Mezi tyto úpravy zpracování obrazu je moţno pouţít velkého mnoţství specifických i 
nespecifických metod. V této práci jsou přiblíţeny pouze metody vyuţity pro vlastní realizaci 
zpracování.   
6.1 Návrh algoritmu 
Zde uvedené blokové schéma prezentuje princip vlastní obrazové analýzy: 
 
 
 
 
 
zelený kanál        červený kanál 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
načtení obrazu 
Rozdělení 
spektrál. sloţek 
Filtrace pozadí 
morfologické operace 
  vyhlazení 
jasová analýza jasová analýza 
Filtrace pozadí 
morfologické operace 
   vyhlazení 
    počet ţivých b.    počet mrtvých b. 
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Program byl vypracován v prostředí Matlab R2013a s vyuţitím knihovny Image Toolbox. 
Pro komfortnější ovládání bylo vytvořeno uţivatelské prostředí Graphical User Interface. 
Prostředí umoţňuje načtení obrazu a nastavení vstupních proměnných pro provedení analýzy. 
Veškerá nastavení jsou ihned zobrazena a uţivatel tedy má moţnost odezvy a kontroly 
probíhajícího zpracování.  
6.2 Práce s programem 
Tento text umoţňuje uţivateli snadnou manipulaci s programem.  
1) Otevření rozhraní grafika.fig 
2) Spuštění programu 
3) Načtení obrazu ze souboru pomocí tlačítka „NAČÍST OBRAZ“, program čte obrazy 
ve formátu *.tif 
4) Definování parametrů jednotlivých analýz pomocí posuvníku nebo zadáním čísla. 
Volba parametrů a pořadí je na uţivateli. Kapitola 7.1. Hodnocení parametrů udává 
doporučené hodnoty vstupních proměnných. Výpočet se provádí automaticky do 
příslušné kolonky po kaţdé změně parametru 
6.3 Načtení obrazu a rozdělení spektrálních složek 
Obrazy je v programu moţné načíst v souboru *tif. Pro samotné načtení je v GUI 
vytvořeno ovládací tlačítko „NAČÍST OBRAZ“. Po vybrání souboru je originál zobrazen. 
Vzhledem k odlišnému principu barvení ţivých a mrtvých buněk speciálními fluorescenčními 
barvivy, za následné rozdílné akumulace barviva buňkou a tedy i rozdílného zobrazení, bylo 
třeba barevný obraz převést na šedotónový za současného oddělení spektrálních sloţek. Obraz 
nevyuţívá barvu modrou, je tedy originál rozdělen na zelený a červený kanál. Tyto obrazy, 
včetně originálu, jsou vykresleny v uţivatelském rozhraní na definovaných pozicích. Pro lepší 
pozorování jsou převedeny do barevného odstínu dle druhu buněk. Program pracuje v 
následujících algoritmech pro oba vzniklé obrazy zvlášť s moţností nastavení odlišných 
parametrů a zajištění správné analýzy, jak je vidět na obrázku č. 16.  
6.4 Jasová analýza 
Prvním vstupním parametrem pro úpravu obrazu, jeţ můţe uţivatel měnit, je nastavení 
hodnoty jasu v obraze.Jak vidíme na Obr. 16., tento práh je moţné vloţit ručně nebo vyuţít 
posuvník.Program zadanou vstupní proměnnou dosazuje do jednoduché nerovnice, ve které ji 
srovnává s maticí prvků obrazu v rozmezí odstínů šedi 0 aţ 255. Ve výsledku propouští do 
dalšího zpracování pouze hodnoty vyšší nebo rovny, neţ je zadaný jasový práh. Tato filtrace 
umoţňuje korekci falešně pozitivních objektů, mezi které můţeme zařadit buňky zasahující 
z jiné vrstvy, neidentifikující plaky překrývající buňky ostatní.  
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Obrázek 17 prezentuje jasovou analýzu u zeleného kanálu. Vstupní hodnota jasu byla 
nastavena na 50. Z výsledného obrazu vidíme zlepšení, co se týče odstranění málo 
obarvených výběţků a plaků (příklady jsou zvýrazněny orámováním). Odstraněním těchto 
útvarů došlo k odlišení jinak splývajících buněk, či redukci buněk zasahujících z jiné vrstvy. 
Hodnoty pro jasovou analýzu červeného kanálu, byly z pořízených snímků nutno stanovit 
vyšší, a tedy 60. Barvivo se částečně dostalo i do některých ţivých buněk s lehce porušenou 
membránou. Mrtvé buňky vykazovaly vyšší akumulaci barviva a tedy i hodnot jasu.  
Pro nastavení jasu je stejně jako u dalších metod třeba volit kompromis mezi 
odfiltrováním rušivých elementů a ztrátou méně obarvených buněk. 
 
Obr. 17. Ukázka jasové analýzy zeleného kanálu  
Obr. 16. Náhled uživatelského rozhranní po načtení obrazu 
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6.5 Filtrace pozadí 
Během pořízení snímků, digitalizace či přenosu dat můţe dojít k různým typům zkreslení 
a zašumění obrazového signálu. Zašumění ve snímcích pouţitých k analýze je typu „pepř a 
sůl“. Bylo způsobeno zejména nastavením rozlišení při snímání. K jeho odstranění je pouţita 
mediánová filtrace. Metoda vyuţívá k odstranění neţádoucích objektů tzv. masku. 
Nastavením její velikosti určujeme, které objekty v obraze zůstanou zobrazeny.  
 
Filtrace zachovává oproti jiným metodám ostrost hran a nezpůsobuje neţádoucí 
rozmazání.  
Parametry pro nastavení velikosti masky je opět moţné zadat v uţivatelském rozhraní. Na 
obrázku 19. můţeme vidět úpravu zašuměného obrazu 18. po filtraci mediánovým 
filtrem.V obrazech červeného kanálu je vidět velké zastoupení šumu nutného k odstranění.  
Maska mediánového filtru byla nastavena na hodnotu 6. Při vyšších hodnotách nebyly 
mrtvé buňky detekovány. Při tomto nastavení byl šum pepř a sůl hladce odstraněn.  
Hodnoty mediánových filtrů je třeba pro kaţdý obraz přizpůsobit, zejména pokud byly 
obrazy snímány s jiným rozlišením.  
Obr. 18. Obraz bez úprav 
 29 
 
 
Obr. 19. Nastavení jasu (50) , maska mediánového filtru (6) 
 
6.6 Morfologické operace 
Některé objekty v pouţitých obrazech nejsou celistvě vyplněny fluoreskujícím barvivem, 
a tedy buňka není zobrazena celistvá. Pro propojení či spojení objektů v jeden celek je moţno 
vyuţít různé operátory. Pro tuto práci byla pouţita funkce  bwconncomp s moţností 8 
dotyků, viz níţe. 
pom_r = zeros(size(median_r));                                              
CC =  bwconncomp(median_r, 8);                                                                                                                           
 
for i = 1:CC.NumObjects                                                      
 
iflength(CC.PixelIdxList{i}) 
<slouceni_rCC.PixelIdxList{i} = [];                                             
end 
 
pom_r(CC.PixelIdxList{i}) = 255; 
end 
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Obr.20. Princip spojeni blízkých objektů [20] 
Matice propojuje body sousedící jak po ose x, y, tak úhlopříčně. Tyto spojené objekty 
detekuje a ukládá do struktury. Jednotlivé objekty jsou v dané struktuře indexovány a 
obsahují informaci o rozměrech objektu. Této vlastnosti lze vyuţít pro nastavení parametru 
„filtrace artefaktů“, kdy velikostí vstupní proměnné filtrujeme malé objekty, které 
nepovaţujeme za buňky. Funkce probíhá cyklem for, prochází všechny detekované objekty. 
Objekty, které nesplňují hranici nastaveného prahu „slouceni_r“ jsou odstraněny, jelikoţ dále 
neprobíhá jiná jasová analýza, ostatním objektům je přidělena stejná hodnota jasu 255. [20] 
Obr.21. Srovnání zobrazení při různé analýze artefaktů 
 
Na výše uvedeném obrázku 21 můţeme vidět dvě analýzy zaloţené na principu 
spojených objektů, po jiţ předchozí filtraci. Pravý obraz reprezentuje hodnotu parametru 5, 
levý obraz hodnotu parametru 40. Vidíme, ţe v druhém případě došlo k odstranění mnohem 
většího počtu elementů.  
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Pro srovnání jsou tyto objekty označeny barevnými obdélníky. Stejně jako u předchozích 
metod je nutné dbát na stanovení mezní hodnoty, abychom nezískali jak falešně pozitivní 
objekty, které jsou detekovány v pravém obrazu. Výpočet by v tomto případě vyjádřil o 9 
buněk více.  
Opačnou chybou je nedetekování malé nebo slabě vyzařující buňky. Příklad je vyznačen 
modrým kruhem. Dle originálního obrazu se jedná o jednotnou buňku mající dvě vyzařující 
loţiska fluorescenčního barviva. Program je můţe stanovit jako buňky dvě případně jako 
ţádnou. Tuto chybu lze eliminovat dodrţením postupu při barvení a práci s fluorescenčními 
látkami. 
6.7 Vyhlazení 
K posledním úpravám obrazu je opět vyuţit nastavitelný mediánový filtr spolu 
s morfologickou operací bwconncomp. Zde je pouţita moţnost dotyků 4, body jsou 
spojovány pouze v ve směru osy x, y. Nevyuţíváme spojení po úhlopříčce, abychom zamezili 
tvorbě shluků blízkých objektů.  
Bohuţel v případě analýzy těchto obrazů se jedná o nejvyšší chybu při detekci buněk. Jiţ 
při pozorování originálního obrazu není vţdy patrné, zda se jedná o jednu, dvě či více buněk 
ve shluku. Tato skutečnost lze ošetřit zejména kvalitní přípravou preparátu a vhodným 
nastavením snímání mikroskopu. 
Pro demonstrování metody vyhlazení (Obr. 22), byl zvolen stejný snímek jako u metody 
morfologických operací a to zejména pro srovnání vývoje analýzy. Pro srovnání byl uveden i 
originální obraz. Práh pro analýzu artefaktů byl nastaven na střední hodnotu 20. Parametr 
vyhlazení, tedy parametr pro druhý mediální filtr byl nastaven na hodnotu 8. Můţeme 
zaregistrovat, ţe vyhlazovací metodou je dvojloţiskový objekt vnímán jako jeden.  
Dále je v obraze uvedena chyba detekce shluků. Buňky o stejném jasu navzájem překryté 
program neumí rozeznat. Pro rozpoznání by bylo potřeba dalších metod.  
 
Obr.22. Srovnání analyzovaného obrazu (vlevo) a originálu 
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6.8 Detekce počtu buněk 
Během prováděné analýzy obrazu je v poslední kolonce průběţně vypočítána hodnota 
detekovaných objektů odpovídající počtu jednotlivých buněk. Vlastní výpočet je realizován 
při zapisování sjednocených objektů do struktury morfologickou operací. Uţivatel můţe 
vizuálně pozorovat změnu hodnoty počtu nalezených buněk v obraze v závislosti na změně 
vstupních parametrů zadaných pro provedení analýzy. Příklad provedené analýzy je na obr. 
23. V této analýze byly mrtvé buňky správně detekovány, ţivé buňky měly 90% účinnost 
detekce při porovnání s manuálním vyhodnocením z originálu.  
Obr.23. Celková analýza obrazu 
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7 HODNOCENÍ VÝSLEDKŮ 
7.1 Stanovení parametrů 
Pro detekci objektů v obraze byly stanoveny různé hodnoty pro kaţdý kanál vstupních 
parametrů. Obrazy se při analýze chovaly rozdílně a vykazovaly různé chyby. Hlavním 
důvodem byla různá akumulace barviva v buňkách, nerovnoměrné zastoupení buněk. Jelikoţ 
se jednalo o nakultivované buněčné kultury, mrtvé buňky byly ojedinělé, ţivých buněk bylo 
v preparátu dostatečné mnoţství. 
Pro ţivé buňky, tedy zelený kanál, byly zvoleny optimální parametry uvedeny 
v Tabulce1.  
 
Tabulka 1. 
Jasová analýza 50 
Filtrace pozadí 4-5 
Filtrace artefaktů 15-20 
Vyhlazení 8 
Průměrný počet buněk 135 – 140 
 
Pro mrtvé buňky, tedy červený kanál, byly zvoleny optimální parametry uvedeny 
v Tabulce 2. 
 
Tabulka 2. 
Jasová analýza 60 
Filtrace pozadí 6 
Filtrace artefaktů 13 
Vyhlazení 3 
Průměrný počet buněk 1-3 
 
Tyto hodnoty částečně odpovídaly výsledkům manuálně sečtených buněk z originálu 
obrazu. Metoda manuálního počítání není ideální. Byla zatíţena rozhodovací chybou, zda se 
jedná o shluk či samostatnou buňku. Podobnou chybou bylo ovlivněno počítání buněk 
mrtvých. Červené barvivo částečně prostoupilo i do ţivých buněk označených Calceinem, 
které jak bylo zmíněno výše, po chemické reakci neproniká z ţivých buněk membránou do 
mezibuněčného prostoru. Moţné vysvětlení dle literatury je poškození buněčné membrány. 
Na základě tohoto jevu z ţivých buněk prosvítalo červené barvivo.  
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Jinou porovnávací metodu nebylo moţno pouţít. Metoda, která by byla velmi přesná 
k detekci buněčných struktur a pouţitelná k srovnání je průtoková cytometrie.   
Výše uvedené parametry byly pouţity, jak  na snímky s rozlišením 1000 x 1000 px, tak 
na snímek s rozlišením 8000 x 8000 px. Program při pouţití výše uvedených parametrů přes 
velký šum v obraze detekoval počet buněk spadající do výše uvedeného intervalu a spočítal 
130 ţivých a jednu mrtvou buňku. Manuální porovnání není v tomto rozlišení jiţ moţné, jak 
můţeme vidět na přiloţeném obrázku 24.  
Obr.24. Analýza obrazu s rozlišením 8000 x 8000 px 
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8 ZÁVĚR 
Cílem práce bylo nastudovat a popsat metodu fluorescenčního značení kultivovaných 
mezenchymálních buněk pro rozpoznání ţivých buněk od mrtvých, navrhnout postup jejich 
barvení, získání obrazů pomocí konfokálního mikroskopu a následné vyhodnocení viability 
v prostředí programu Matlab.  
K označení buněk fluorescenčními sondami byly vybrány fluorochromycalceinAM a 
ethidiumhomodimer 1. Obě barviva jsou velmi dobře detekována, vykazují se vysokou 
fluorescencí a záchytem v buňkách.  Kombinací těchto barviv je moţné získat obraz 
obsahující obě zbarvení (ţivé i mrtvé buňky). Konfokální mikroskop je schopen ozářit vzorek 
na dvou různých vlnových délkách, detekovat tyto flurochromy ve stejném čase a tedy 
metodu urychluje a umoţňuje vizuální zhodnocení viability.  
Bylo provedeno obarvení vzorku mezenchymálních buněk a následně nasnímány obrazy 
v různém nastavení mikroskopu. Na vzniklých obrazech je zaznamenán velký počet ţivých 
buněk a pouze omezené mnoţství červeně označených buněk mrtvých, coţ ukazuje na velmi 
dobré podmínky pro kultivaci. 
Tyto podmínky pro správný postup obarvení byly sepsány v kapitole 5.1 Příprava vzorku. 
Vyuţitím různého nastavení mikroskopu bylo umoţněno nasnímat obrazy o různém stupni 
rozlišení a vyuţít těchto podmínek k porovnání detekce objektů v různě zašuměném obraze.  
Důleţitou součástí práce byla realizace programu v prostředí Matlab, s uţivatelským 
rozhraním GUI, který dokáţe načíst, zpracovat a analyzovat snímky zhotovené konfokálním 
mikroskopem a následně vyhodnotit početné zastoupení ţivých a mrtvých buněk.  
Program vyuţívá moţnosti pracovat v šedotónovém obraze s rozdělenými barevnými 
spektry a tak uţivatel můţe provést analýzu buněk v jednotlivých obrazech zvlášť. Tato 
realizace byla vyhodnocena jako výhodná, jelikoţ oba obrazy si svými vlastnostmi nárokují 
jiné parametry na zpracování. 
Program jako takový analyzuje obraz filtrováním nízkého jasu, šumu „pepř a sůl“, 
umoţňuje sjednotit blízké objekty a obraz vyhlazuje. Parametry pro tyto metody filtrace a 
detekce můţe uţivatel měnit v uţivatelském rozhraní a přímo sledovat zaznamenanou změnu 
vykreslením analyzovaného obrazu. Konečnou podobou jsou dva výsledné obrazy a originál 
pro subjektivní porovnání. Součástí je i výpočet počtu buněk v obraze, který se dynamicky 
mění. 
Metoda hodnocení viability pomocí konfokálního mikroskopu a následnou analýzou 
vzniklého obrazu programem je velmi citlivá. Buňky jsou detekovatelné.  
Metoda je zatíţena subjektivní chybou při nastavování parametrů a chybou způsobenou 
provedením vzorku, kdy dochází k překryvům jednotlivých buněk.  
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